Estudos comparativos de técnicas de isolamento de polissomos em Trypanosoma cruzi by Mansur, Fernanda Cristina Borini
FERNANDA CRISTINA BORINI MANSUR 
ESTUDOS COMPARATIVOS DE TÉCNICAS DE ISOLAMENTO DE 
POLISSOMOS EM Trypanosoma cruzi 
Monografia apresentada à disciplina Biologia 
Celular como requisito parcial à conclusão do 
Curso de Ciências Biológicas, Setor de Ciências 
Biológicas, Universidade Federal do Paraná. 
Orientação: Df. Samuel Goldenberg, PhD 
Co-orientação: Prof. Marco Randi. Ms 
CURITIBA 
2005 
Aos meus pais Fernando e Neide, 




Na execução deste trabalho, diversas pessoas e Instituições deram suas contribuições e 
merecem nossos sinceros agradecimentos: 
Ao diretor do Instituto de Biologia Molecular do Paraná, Doutor Samuel Goldenberg, pela 
orientação e pela oportunidade de estágio. 
Ao Doutor Marco Aurélio Krieger, pelo apoio, paciência e oportunidade de estagiar em seu 
laboratório. 
Ao Doutor Alejandro Correa Dominguez, que teve a idéia do projeto e que sempre esteve 
ao meu lado. E um prazer trabalhar com ele, que sempre está com um sorriso no rosto e disposto 
a ajudar, cuja alegria contagia a todos em sua volta. 
À Fabíola B. Holetz que sempre me auxiliou quando precisei, principalmente nos dias de 
maratona de extração de RNA e gradiente. 
À Tatiana Passos, à Doutora Daniela Pavoni e ao Doutor Christian Probst, pela colaboração 
indispensável em algumas etapas do nosso trabalho. 
Às pessoas que auxiliaram na confecção do microarranjo. 
Ao Nilson e Cassiano, pelo companheirismo e pelo auxílio na preparação de materiais 
utilizados durante o trabalho. 
A todos meus amigos que fazem parte desta grande "família" que constitui o Instituto de 
Biologia Molecular do Paraná - IBMP. 
iii 
Aos membros da banca examinadora Dra. Lucia Nan-mei Yim Leone, Juliano Bordignon e 
Msc. Marco Randi por fazerem parte desta etapa tão importante de minha carreira acadêmica. 
Às Instituições e Programas: Universidade Federal do Paraná (UFPR), Conselho Nacional 
de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), PRONEX, Instituto Oswaldo Cruz, 




LISTA DE ILUSTRAÇÕES ......................................................................................................... vi 
LISTA DE ABREVIATURAS .................................................................................................... vii 
RESUMO ........................................................................................................................................ ix 
ABSTRACT .................................................................................................................................... x 
1 INTRODUÇÃO ........................................................................................................................... 1 
1.1 Trypanosoma cruzi e a Doença de Chagas ................................................................................ .1 
1.2 Expressão Gênica nos Tripanosomatídeos ................................................................................ .4 
1.3 Análise e Purificação de Polissomos ........................................................................................ 10 
1.4 Trypanosoma cruzi e a Genômica Funcional.. ......................................................................... 13 
2 OBJETIVOS .............................................................................................................................. 17 
3. MATERIAL E MÉTODOS ..................................................................................................... 18 
3.1 Reagentes .................................................................................................................................. 18 
3.2 Meios de Cultura ...................................................................................................................... 19 
3.3 Tampões e Soluções ................................................................................................................. 19 
3.4 Células ...................................................................................................................................... 21 
3.5 Isolamento de RNA total. ......................................................................................................... 21 
3.6 Isolamento de polissomos - pelo método utilizado por Goldenberg et ai. (1985) ................... 22 
3.7 Isolamento de polissomos - pelo método utilizado por Brems et aI. (2005) ........................... 22 
3.8 Obtenção dos perfis das frações polissomais por gradiente de sacarose .................................. 23 
3.9 Repurificação dos RNAs .......................................................................................................... 23 
3.10 Determinação de quantidade e qualidade dos ácidos nucléicos extraídos .............................. 23 
3.11 Hibridação competitiva em microarranjos de DNA. .............................................................. 24 
4. RESUL T ADOS ......................................................................................................................... 30 
4.1 Comparações usando gradiente de sacarose ............................................................................ .31 
4.2 Comparações através da técnica de microarranjo .................................................................... .34 
5. DISCUSSÃO ............................................................................................................................. 40 

























LISTA DE ILUSTRAÇÕES 
Ciclo Evolutivo do Trypanosoma cruzi .................................................... 2 
Distribuição Geográfica da Doença de Chagas ......................................... 3 
Trans-splicing e transcrição policistrônica em tripanosomatídeos ........... 7 
Análise por Northem blot do gene da metaciclogenina .......................... lO 
Esquema de um gradiente de sacarose .................................................... 11 
Análise comparativa por microarranjo .................................................... 15 
Etapas da transcrição in vitro ................................................................. 25 
Estação de hibridação .............................................................................. 27 
Representação esquemática das etapas de hibridação competitiva em 
microarranjos de DNA ............................................................................ 29 
Aspecto geral da lâmina do microarranjo .............................................. .34 
Arranjo de hibridações ............................................................................ 35 
Intensidade de fluorescência em uma seção da lâmina de microarranjo.35 
Exemplo de normalização dos dados de hibridação ................................ 36 
Agrupamento hierárquico das sondas numa visão geral.. ...................... .37 
"Vista" parcial do agrupamento hierárquico das sondas ......................... 37 
"V· t " ·al d a t h· , ·co das d 38 IS a parcI o agrup men o Ierarqm son as ........................ . 
"Vista" parcial do agrupamento hierárquico das sondas ........................ .38 
Diferenças entre os protocolos comparados ........................................... .30 
Contagem do número de sondas .............................................................. 39 
Perfil de polissomos obtidos pelo protocolo de Goldenberg et ai. (1985) 
sem adição de EDTA .............................................................................. 32 
Perfil de polissomos obtidos pelo protocolo de Brems et aI. (2005) sem 
adição de EDTA ...................................................................................... 32 
Perfil de polissomos obtidos pelo protocolo de Goldenberg et aI. (1985) 
com adição de EDT A ............................................................................. 33 
Perfil de polissomos obtidos pelo protocolo de Brems et aI. (2005) com 





























LISTA DE ABREVIATURAS 
DNA complementar 
2' - desoxiadenosina 5' - trifosfato 
2' - desoxicitosina 5' - trifosfato 
2' - desoxiguanosina 5' - trifosfato 
2' - desoxitimidina 5' - trifosfato 
2' - desoxiuracila 5' - trifosfato 
2' - desoxicitosina 5' - trifosfato associado a cianina 3 







aceleração da gravidade 
(N-[2-hidroxietil] piperazino N' -[2-ácido etanosulfônico]) 
DNA do cinetoplasto 
infuso de fígado e triptose (liver infusion tryptose) 
molar 
RNA mensageiro 
solução contendo sódio, potássio e magnésio 
nucleotídeos 










dodecil sulfato de sódio 
RNA de seqüência spliced leader 
tampão salina-CÍtrato (standard saline-citrate) 
Tris (hidroximetil) aminometano 
Neste texto empregamos termos estrangeiros para definir estruturas, processos moleculares, 
métodos, reagentes, entre outros. Mantivemos, nesses casos, sua denominação original por não 
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RESUMO 
Sabe-se que tripanosomatídeos regulam a expressão gênica essencialmente em nível pós-
transcricional. Dados sugerem que a estabilidade dos mRNAs e o acesso deles aos polissomos 
devem ser os mecanismos envolvidos na regulação pós-transcricional. Estudos de expressão 
gênica em Trypanosoma cruzi realizados em nosso laboratório, em nível de genes individuais e 
genômica, têm demonstrado a importância de usar mRNAs contidos na fração polissomal. 
Entretanto, estudos de genômica funcional com T brucei, recentemente realizados por BREMS et 
aI. (2005), concluíram que não há diferenças significantes entre RNA total e polissomal quando 
comparados diferentes estágios de desenvolvimento. Estas observações divergentes podem ser 
devido a diferenças nos protocolos de obtenção de polissomos ou na confecção do microarranjo, 
entre outras causas. O objetivo desse trabalho é comparar os protocolos de Brems e Goldenberg 
usados para extração de polissomos de Trypanosoma cruzi. As comparações foram feitas por 
análises dos perfis de sedimentação dos polissomos em gradientes de sacarose e por análises de 
microarranjo dos mRNAs polissomais. Epimastigotas foram processados de acordo com cada 
protocolo para obtenção dos polissomos. As comparações dos perfis polissomais utilizando 
gradientes de sacarose mostraram mais semelhanças do que diferenças entre os procedimentos. 
Entretanto, alguns picos extras foram observados quando utilizado o protocolo de BREMS et ai 
(2005) na porção não-polissomal. Análises de microarranjo mostraram que 88% dos spots 
refletiram um padrão similar de expressão gênica entre os protocolos. As diferenças observadas 
devem estar contribuindo minimamente para os resultados divergentes observados nos dois 
laboratórios, mas não poderiam explicá-los. As similaridades observadas por BREMS et aI. 
(2005) entre as duas populações de RNA podem ser devido, principalmente, a diferenças no tipo 
e confecção do microarranjo. 
Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, polissomos, gradiente de sacarose, microarranjo. 
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ABSTRACT 
It is now known that trypanosomatids regulate gene expression mainly at the post-
transcriptional leveI. There are data suggesting that mRNA stability and mRNA access to the 
polysomes might be the mechanisms involved in the post-transcriptional regulation. Gene 
expression studies in T cruzi done in our laboratory, at the individual gene and at the genome 
leveI, have shown the importance of using the mRNA contained in the polysomal fraction. 
However, functional genomic studies with T brucei, recent1y carried out by BREMS et ai. 
(2005), have conc1uded that there are not significant differences between total and polysomal 
RNA when comparing distinct developmental stages. These divergent observations might be due 
to difference in the protocols for obtaining polysomes or in the microarray manufacturing, among 
other possible causes. The objective of this work was to compare Brems's and ours protocol for 
T cruzi polysome isolation. The comparisons were done by polysome sedimentation profiling in 
sucrose gradients and microarray analysis of the polysomal mRNAs. Epimastigotes were 
processed according to each protocol to obtain polysomes. Comparison of polysome profiles 
using sucrose gradient showed more similarities than differences between procedures. However, 
some extra peaks were observed when using Brems's protocol in the non-polysomal portion of 
the profile. The microarray analysis showed that 88% of the spots reflect similar pattern of gene 
expression between protocols. The observed differences might be minimally contributing to, but 
they could not explain, the divergent results observed in the two laboratories. The similarities 
observed by BREMS et ai. (2005) between the two populations of RNA might be mainly due to 
the differences in microarray type and manufacturing. 
Key-words: Trypanosoma cruzi, polysomes, sucrose gradient, microarray. 
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1. INTRODUÇÃO 
Trypanosoma cruz; e a Doença de Chagas 
Trypanosoma cruzi é o agente etiológico da Doença de Chagas (CHAGAS, 1909), uma 
doença grave que afeta milhões de pessoas na América Latina e contra a qual não existe 
profilaxia eficiente por vacinação ou tratamento quimioterápico efetivo. 
Este parasita pertence ao reino Protista, sub-reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, 
subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophora, ordem Kinetoplastidae, subordem 
Trypanosomatida, família Trypanosomatidae, gênero Trypanosoma e espécie Trypanosoma cruzi 
(LEVINE et ai., 1980). 
Os membros da família Trypanosomatidae têm em comum a presença de cinetoplasto, que 
representa um compartimento especializado de uma única mitocôndria e contém grande 
quantidade de DNA (revisto por MASLOV & SIMPSON, 1995), compartimentalização da via 
glicolítica em glicossomas (revisto por OPPERDOES, 1995) e ainda um único flagelo. 
A posição do cinetoplasto em relação ao núcleo é um dos critérios utilizados para definir as 
formas evolutivas presentes na família Trypanosomatidae (HOARE & WALLACE, 1966). Em T. 
cruzi, nas formas epimastigotas, forma longilínea, o cinetoplasto encontra-se em posição anterior 
ao núcleo e, em análises ultra-estruturais, apresenta-se em forma de bastão. Nas formas 
tripomastigotas, o cinetoplasto localiza-se em posição posterior ao núcleo, apresenta-se de forma 
arredondada e os filamentos não estão firmemente empacotados. As formas amastigotas são 
células arredondadas com um flagelo extremamente curto e o cinetoplasto apresenta 
ultraestrutura semelhante à de epimastigotas (revisto por DE SOUZA, 1984; SOARES et ai., 
1989). 
Trypanosoma cruzi apresenta um ciclo complexo na natureza envolvendo pelo menos três 
estágios distintos de desenvolvimento e dois hospedeiros. As formas replicativas epimastigotas e 
amastigotas dos hospedeiros invertebrado e mamífero, respectivamente, alternam-se com as 
formas infectivas e não-proliferativas tripomastigotas metacíclicas (proveniente do inseto vetor) e 
tripomastigotas sanguíneas (originária do mamífero infectado) (DE SOUZA, 1984). 
No tubo digestivo do inseto vetor, as formas epimastigotas multiplicam-se por fissão 
binária, aderem-se às porções terminais do intestino e diferenciam-se em tripomastigotas 
metacíc1icas. Durante o repasto alimentar do inseto, os tripomastigotas metacíc1icos são 
eliminados com as fezes ou urina. Estas formas infectivas, depositadas sobre a pele, são levadas 
ao ferimento ou a outras portas de entrada, como, por exemplo, mucosas, quando o local da 
picada é coçado. A seguir, alcançam a corrente sanguínea e podem invadir uma variedade de 
tipos celulares. No interior das células, diferenciam-se nas formas amastigotas e multiplicam-se. 
Então, mais uma vez diferenciam-se, agora nas formas tripomastigotas sanguíneas, que rompem 
as células hospedeiras e ganham novamente a corrente sanguínea. Estes tripomastigotas 
sanguíneos podem infectar novas células ou serem ingeridas pelo inseto durante sua alimentação, 
fechando o ciclo (figura 1). 
Figura 1 - Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi (Fonte: CHAGAS, /909).1 - Descontinuidade da pele causada pela 
picada do barbeiro durante repasto sanguíneo. 2 - Intestino do barbeiro. 3 - Fezes com formas tripomastigotas 
metacíclicas infectivas. 4 - Formas tripomastigota metacíclicas intracelular em hospedeiro mamífero. 5 - Células 
musculares infectadas com formas amastigotas intracelulares replicativas. 6 - Tecido epitelial do hospedeiro 
mamífero. 
Os vetores do T. cruzi são insetos hematófagos da ordem Hemíptera, família Reduvidae, 
subfamília Triatominae. Os triatomíneos são conhecidos como "barbeiros", entre outros nomes 
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vulgares. Os gêneros de maIor importância epidemiológica são Triatoma, Panstrogylus e 
Rhodnius (SHERLOCK, 2000; GARCIA e AZAMBUJA, 2000). Entre os hospedeiros definitivos 
do T cruzi estão mamíferos de pequeno e médio portes, tais como roedores e marsupiais, além de 
alguns carnívoros e do homem (DIAS, 2000). 
A transmissão do parasita pode ainda ser efetuada através de transfusão sanguínea e, com 
menor freqüência, via transmissão congênita (com casos de transmissão congênita na segunda 
geração - SCHENONE et a!., 2001), acidente de laboratório, transmissão oral e transplante de 
órgãos (DIAS, 2000). 
A doença de Chagas é uma das patologias de maIS larga distribuição no continente 
americano e está presente em dezoito países da América, estendendo-se do México ao sul da 
Argentina (figura 2). A doença afeta 16 a 18 milhões de pessoas e aproximadamente 100 milhões 
de pessoas, isto é, em tomo de 25% da população da América Latina estão expostas ao risco de 
infecção (http://www.who.int/ctd/chagas/disease.htm). 
Figura 2 - Distribuição geográfica da Doença de Chagas (os países afetados estão representados em 
vermelho). 
Após a infecção, há um período de incubação que depende da forma de transmissão do T 
cruzi - aproximadamente uma semana quando a transmissão é vetorial e de 20 dias a 3 meses 
quando a transmissão é transfusional. A doença de Chagas compreende, basicamente, duas fases: 
a fase aguda e a fase crônica. As características de cada fase, assim como a evolução para a cura 
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ou óbito, dependem de diversos fatores ligados ao T cruzi - como cepa, virulência e tamanho do 
inóculo -, ao homem - idade e sexo - e ambiente (revisto por CANÇADO, 2000). 
A fase aguda é normalmente silenciosa. Quando aparente, principalmente em crianças de 
baixa idade, os sintomas podem ser febre, edemas, cefaléia, linfoadenopatia, 
hepatoesplenomegalia, miocardite, meningoencefalite e cardiopatia aguda. ° conjunto e a 
intensidade dos sintomas são bastante variáveis de caso a caso. A duração da fase aguda varia 
geralmente entre 4 a 12 semanas e é caracterizada por elevada parasitemia. Não parece haver cura 
espontânea da infecção aguda em humanos e os tratamentos específicos disponíveis, quando 
empregados, curam de 30 a 80 % destas infecções (RASSI ef aI., 2000). 
A fase crônica se inicia com a diminuição da parasitemia e dos níveis de imunoglobulinas 
do tipo IgM e aumento das do tipo IgG. A evolução desta fase é lenta e pode durar toda a vida do 
paciente. Esta fase crônica pode ser representada por diversas formas clínicas: a indeterminada, a 
cardíaca ou a digestiva. A forma indeterminada se caracteriza pela ausência de sintomatologia. A 
morbimortalidade da doença de Chagas está associada às formas cardíaca e digestiva, que 
constituem evoluções da forma indeterminada em 2 a 5% dos casos. A primeira se caracteriza por 
uma cardiopatia crônica, cujo aspecto mais importante é a fibrose (ANDRADE ef aI., 1978), e a 
segunda, por esofagopatia e colopatia (revisto por DIAS, 2000). 
Atualmente, não há vacina desenvolvida para a doença de Chagas. A quimioterapia 
disponível não é satisfatória. As drogas utilizadas são o benzonidazol e o nifurtimox. Embora o 
mecanismo de ação destas substâncias não esteja esclarecido, acredita-se que o primeiro aja 
inibindo a síntese de proteínas e de RNA do parasita e o segundo aja sobre a via de detoxificação 
de radicais livres. As probabilidades de cura diminuem à medida que a doença vai adquirindo a 
forma crônica. Estas drogas causam várias reações colaterais indesejáveis que, por vezes, 
obrigam a interrupção do tratamento (revisto por CANÇADO ef ai, 2000). 
Expressão Gênica nos Tripanosomatídeos 
Ao longo de seu ciclo evolutivo, o parasita sofre profundas alterações que, de modo geral, 
refletem sua adaptação ao meio em que se localizam. Todos os organismos se adaptam a 
mudanças no ambiente por ajustes na expressão de genes e, desde Escherichia coli até o homem, 
4 
o controle transcricional parece ser o principal mecanismo de regulação da expressão gênica 
(LODISH et a!., 2000). 
Trypanosoma cruzi, sendo um orgamsmo digenético, requer uma rápida adaptação aos 
diferentes ambientes encontrados nos hospedeiros, com diferenças na temperatura, nutrientes e 
defesas e, portanto, requer maiores mudanças na expressão de seus genes (CLA YTON, 2002). A 
alternância de tipos funcionalmente e morfologicamente distintos implica que genes distintos são 
expressos pelos diferentes estágios de diferenciação durante o ciclo de vida do parasita. Genes 
com padrão de expressão estágio-específico estão certamente relacionados com propriedades 
biológicas características de cada estágio, como por exemplo, a resistência dos tripomastigotas à 
lise mediada pela via alternativa do complemento ou ainda genes que podem ter uma expressão 
transitória específica tanto durante o processo de diferenciação dos parasitas como para responder 
às alterações de micro-ambiente que o parasita enfrenta durante a alternância de hospedeiros 
(ÁVILA et a!., 2003). 
Os tripanosomatídeos, organismos eucariontes que divergiram precocemente, apresentam 
muitos fatores distintos nos mecanismos de controle de expressão gênica daqueles observados na 
maioria dos eucariotos. Alguns dos fatores não comuns incluem transcrição policistrônica, trans-
splicing do pré-mRNA e transcrição de alguns genes codificadores de proteínas pela RNA 
polimerase L 
Em eucariotos, os genes geralmente são formados por seqüências alternadas de exons 
(seqüências codificadoras) e introns (seqüências não-codificadoras). O fenômeno de transcrição 
é, na maioria dos casos, regulado por uma seqüência promotora a montante da região 
codificadora. Nela, se ligam vários fatores transcricionais, mobilizando e ativando a RNA 
polimerase lI, que estende a transcrição até um sítio terminador. A transcrição é monocistrônica, 
ou seja, o mRNA traduzido codifica para uma proteína apenas. Ao transcrito primário, é 
'adicionado um resíduo metil-guanosina-trifosfato (m7Gppp, ou cap O) em sua extremidade 5' e 
uma cauda poli-A em sua extremidade 3'. Pela reação de cis-splicing, são removidos os introns 
deste transcrito e os exons adjacentes são ligados (PROUDFOOT; FURGER; DYE, 2002). 
Em contraste, nos tripanosomatídeos não foram encontrados introns e a transcrição da 
maioria dos genes é policistrônica (JOHNSON et aI., 1987; KOOTER et aI., 1987). A maioria 
dos genes em tripanosomatídeos são altamente organizados em tandem, codificando cópias de 
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genes idênticos ou semelhantes ou clusters de diferentes genes. Estes genes em tandem são 
separados por espaçadores intergênicos curtos e são transcritos em uma única molécula de RNA 
policistrônica que, após ser processada, gera uma série de moléculas monocistrônicas capazes de 
serem traduzidas. 
Estudos feitos pioneiramente com os genes das VSG (glicoproteínas de superfície variáveis) 
mostram que uma seqüência comum é adicionada à extremidade 5' dos transcritos (SUTTON & 
BOOTHROYD, 1986). A adição desta seqüência nucleotídica comum, denominada mini-exon 
(ME) ou spliced leader (SL), mostrou-se, depois, comum a todos os mRNAs de 
tripanosomatídeos (W ALDER et aI., 1986). Esta reação, denominada trans-splicing, acrescenta à 
extremidade 5' dos precursores dos mRNA dos tripanosomatídeos um segmento de 39 
nucleotídeos (cuja seqüência é espécie-específica) (LUO et ai., 1999) proveniente de um 
precursor, SL-RNA, de cerca de 135 a 141 nucleotídeos para Trypanosoma brucei (SUTTON & 
BOOTHROYD, 1986) e 110 nucleotídeos para Trypanosoma cruzi (ZWIERZYNNSKI & 
BUCK, 1991). A maquinaria envolvida no trans-splicing é muito semelhante àquela presente no 
cis-splicing de outros eucariotos (AGABIAN, 1990; VANHAME & PAYS, 1995). O mini-exon 
fornece a todos os mRNAs uma estrutura com quatro nucleotídeos metilados seguido do resíduo 
metil-guanosina-trifosfato (cap 4 - análogo cíclico de guanosina tri-fosfatada) presente na 
extremidade 5' dos mRNAs eucarióticos (LUO et ai., 1999). Além disso, na extremidade 3', é 
adicionada uma cauda poli-A (figura 3). 
A adição do mini-exon resulta de uma transesterificação a qual requer um dinucleotídeo 
conservado AG com um sítio de adição do SL (ULLU; TSCHUDI; GUNZL, 1996; 
MATTHEWS; TSCHUDI; ULLU, 1994). Experimentos com uma variedade de genes têm 
mostrado que trans-splicing e poliadenilação estão ligadas. Os sinais de trans-splicing são 
normalmente segmentos de pirimidinas ricas em uracila, os quais precedem sítios AG. Não há 
sinais para poliadenilação. Entretanto, a poliadenilação ocorre a uma distância fixa (~1 00-400 
nucleotídeos, dependendo da espécie) a montante do sinal de splicing (LeBOWITZ et ai., 1993; 
MATTHEWS; TSCHUDI; ULLU, 1994). 
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Figura 3 - Trans-splicing e transcrição policistrônica em tripanosomatídeos. A transcrição policistrônica dos genes 
codificadores de proteínas (direção da transcrição indicada por uma seta à direita dos genes) produz um transcrito 
policistrônico primário. Este transcrito primário sofre, então, trans-splicing, ou seja, é adicionado spliced leader (SL) 
(quadrado listrado), originário de um SL-RNA, e uma cauda poli-(A). Estas modificações geram, assim, vários 
rnRNAs maduros monocistrônicos (Modificado de: CAMPBELL et aI. , 2000). 
A transcrição em eucariotos é controlada por, pelo menos, três RNA polimerases que 
podem ser distinguidas com base em sua sensibilidade à amanitina - uma toxina derivada de 
fungos. RNA polimerase I, insensível à amanitina, transcreve genes de RNA ribossômico. RNA 
polimerase lI, inibida por baixas concentrações de amanitina, transcreve essencialmente genes 
codificadores de proteínas. RNA polimerase ill, com sensibilidade intermediária à amanitina, 
transcreve tRNAs, 5S rRNA e outros vários RNAs pequenos nucleares (revisto por LEE & V AN 
DER PLOEG, 1997). 
Os três tipos clássicos de RNA polimerase descritas em eucariotos já foram identificados 
em tripanosomatídeos (CORNELISSEN et aI., 1989; CORNELISSEN et ai., 1990) sendo que a 
maior subunidade de cada enzima já foi clonada e caracterizada (EVERS et ai., 1989; JESS et a/. , 
1989; KOCK et ai., 1988; SMITH et ai., 1989; GRONDAL et aI., 1989). Porém, algumas 
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diferenças foram observadas com relação às subunidades das RNA polimerases (IVENS et aI., 
2005). A RNA polimerase II das espécies de tripanosomatídeos mostraram peculiaridades em 
relação a um possível domínio regulador (heptapeptídeos C-terminais) (EVERS et aI., 1989). Nos 
tripanosomatídeos, de modo geral, a RNA polimerase I transcreve os genes ribossomais e alguns 
genes codificadores de proteínas e a RNA polimerase III, moléculas de RNA nucleolar e de 
transferência. Os genes do mini-exon são transcritos pela RNA polimerase II (GILLINGER e 
BELLOFATTO, 2001). Contudo, as polimerases e os promotores associados à transcrição dos 
genes que codificam proteínas ainda precisam ser melhor investigados (LANDFEAR, 2003). 
Pouco se sabe sobre mecanismos de iniciação de transcrição em tripanosomatídeos. A 
definição de regiões promotoras nos tripanosomatídeos tem sido objeto de muito trabalho e 
discussão. Nos eucariontes, cada uma das RNA polimerases reconhece e atua em promotores 
específicos. Fatores de transcrição típicos, como a proteína que se liga à seqüência TA T A e o 
fator transcricional TFII B, não foram identificados em nenhum dos membros da família 
Trypanosomatidae (IVENS et ai., 2005). Apenas alguns promotores de genes que codificam para 
proteínas foram funcionalmente identificados em tripanosomatídeos. Os primeiros promotores 
caracterizados foram os promotores relacionados à transcrição das glicoproteínas majoritárias de 
superfície do T brucei, prociclina e VSG (PAYS et aI., 1990; RUDENKO et aI., 1990; 
ZOMERDIJK et aI., 1990). Estes promotores apresentam peculiaridades em relação aos 
promotores de genes transcritos por RNA polimerase II de eucariotos, pois a RNA polimerase 
associada aos mesmos não é inibida por a-amanitina (CLAYTON et aI., 1990; KOOTER & 
BORST, 1984; RUDENKO et ai., 1989; ZOMERDIJK et aI., 1990). Estes promotores guardam 
similaridades com promotores dos genes codificadores para os RNAs ribossomais (SHERMAN 
et aI., 1991; BROWN et ai., 1992; JANZ & CLAYTON, 1994). 
Os mecamsmos envolvidos na regulação da expressão gênica em tripanosomatídeos 
parecem ser distintos dos mecanismos comumente encontrados em eucariotos superiores e 
permanecem desconhecidos em sua extensão (V ANHAME & PA YS, 1995), sendo que a maior 
parte dos eventos de regulação da expressão gênica parece ocorrer em nível pós-transcricional 
(TEIXEIRA & DA ROCHA, 2003). O fato de que promotores para RNA polimeraselI ainda não 
tenham sido extensivamente caracterizados em tripanosomatídeos e o fato da transcrição de 
mRNAs ser essencialmente policistrônica, com o posterior processamento dos transcritos 
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primários por trans-splicing, indica que a regulação da expressão gênica ocorra principalmente 
(se não exclusivamente) por mecanismos pós-transcricionais (TEIXEIRA & DA ROCHA, 2003). 
Assim, os mecanismos de regulação podem ocorrer em nível de processamento do transcrito 
primário, em nível de transporte dos transcritos processados do núcleo para o citoplasma, em 
nível de estabilidade dos transcritos ou em nível de seleção das seqüências a serem traduzidas. 
O controle da estabilidade do mRNA nas diferentes formas do ciclo evolutivo foi 
evidenciado em tripanosomatídeos através de alguns experimentos utilizando genes repórteres. 
Esta estabilidade diferencial, de acordo com a forma evolutiva do parasita, pode estar em parte 
associada à presença de seqüências reguladoras nas regiões não-traduzidas (UTR). Por exemplo, 
a região 3' UTR do mRNA correspondente ao gene da prociclina aumenta a estabilidade deste 
transcrito nas formas procíclicas do T brucei (HEHL et ai., 1994). Em relação às VSGs, também 
foi caracterizado um elemento localizado na região 3' não-traduzida, que confere maior 
estabilidade ao gene repórter nas formas sanguíneas do que nas formas procíclicas do T brucei 
(BERBEROF; V ANHAME; PA YS, 1995). Regiões 3' UTR de outros genes mostraram-se 
importantes no controle da expressão gênica em tripanosomatídeos, como é o caso da região 3' 
UTR encontrada no mRNA de amastina e de cruzipaína do T cruzi (TEIXEIRA & DA ROCHA, 
1995; TOMÁS & KELL Y, 1996; COUGHLIN et ai., 2000). Estes resultados comprovam o 
envolvimento das regiões 3' UTRs no controle pós-transcricional destes genes em 
tripanosomatídeos. Embora a maior parte destes relatos localizem este tipo de elemento na região 
3' UTR, também foi descrita a presença de elementos reguladores na região 5' UTR. No caso da 
expressão do gene que codifica para a enzima DNA topoisomerase de Crithidia fasciculata, foi 
descrito o envolvimento de duas regiões regulatórias localizadas na porção 5' UTR de seu 
mRNA. A deleção destas regiões resulta na expressão constitutiva desta enzima durante o ciclo 
celular de C. fasciculata (PASION et ai., 1996). 
Em T cruzi, evidências de que alguns genes são regulados na etapa de acesso dos RNAs 
aos ribossomos vêm de trabalhos onde se compara RNA total celular com RNA exclusivamente 
associados aos polissomos (GOLDENBERG et aI., 1985; ÁVILA et ai., 2001; 
DALLAGIOV ANNA et ai., 2001; FRAGOSO et ai., 2003)~ Análises do tipo "Northern blot", 
usando o gene da metaciclogenina, um gene expresso especificamente por parasitas de 24h de 
diferenciação, comparando RNAs totais e polissomais de epimastigotas e células de 24h de 
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diferenciação, sugerem fortemente que a regulação da expressão de genes se dá em nível de 
mobilização de sequências de mRNA para os polissomos (figura 4) (ÁVILA et aI., 2001). Este 
tipo de regulação também foi evidenciado para os genes que codificam tubulina, cblpl, Tclmp4 
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Figura 4 - Análise por Northem blot do gene da metaciclogenina de RNAs totais (T) e polissomais (P) de 
epimastigotas (E) e parasitas de 24h de diferenciação (24h). O resultado mostra que, embora o mRNA da 
metaciclogenina exista em epimastigotas (E), o mesmo só é traduzido (inferido pela presença em polissomos) em 
parasitas de 24h de diferenciação (Á VILA et aI. , 2001). 
Recentemente, foi feita uma avaliação dos níveis de mRNA das formas de Trypanosoma 
cruzi em diferenciação a partir de uma perspectiva de genômica funcional. O número de sondas 
diferentes observado na fração de mRNA polissomal foi maior do que o da fração de mRNA 
total, reforçando a importância da avaliação dos níveis de mRNA polissomal em 
tripanosomatídeos (PROBST, 2005; PAVONI, 2005). 
Análises e Purificação de Polissomos 
A centrifugação é um método muito utilizado para separar ou analisar frações ou estruturas 
celulares, macromoléculas, etc. Podemos acentuar ou refinar os métodos de separação fazendo a 
centrifugação em um gradiente de concentração. De fato, um dos fatores que influencia a 
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velocidade de sedimentação é a diferença entre a densidade da partícula e a do solvente. Podemos 
moldar esta velocidade variando esta diferença de densidade criando um gradiente de 
concentração. As separações são feitas por centrifugação de uma mistura de partículas ou 
componentes numa coluna de gradiente de densidade. Durante a centrifugação, as partículas se 
movem até que sua densidade se iguale à do meio ao redor - figura 5 - (RICKWOOD, 1984). 
As variações de densidade são obtidas por variação da concentração de um produto químico 
em uma solução. Diversos produtos podem ser utilizados para fazer estes gradientes. Eles devem 
ser muito solúveis em solução aquosa, relativamente inertes, baratos, de fácil manipulação, 
atóxicos, etc. Evidentemente, nenhum produto reúne todas estas qualidades, tendo que ser levado 
em conta os contratempos experimentais. A sacarose é frequentemente utilizada, permitindo 
alcançar densidades elevadas. Este produto tem a vantagem de ser barato, eletricamente neutro e 
inerte para a maior parte das frações celulares. Sua principal desvantagem é a viscosidade à forte 
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Figura 5 - Esquema de um gradiente de sacarose (modificado). 1 - Preparação de um gradiente de densidade em um 
tubo de ultracentrífuga; 2 - Aplicação cuidadosa e lenta da amostra sobre o gradiente; 3 - Gradiente de densidade 
possui concentrações progressivamente menores em direção ao topo do tubo; 4 - Centrifugação; 5 - Após a 
centrifugação, os componentes mais densos se movem mais rápido em direção ao fundo do tubo e param na 
densidade da sacarose correspondente à sua. 
Gradientes de densidade têm sido usados extensivamente na separação e purificação de uma 
variedade de materiais biológicos, como ácidos nucléicos, partículas virais e proteínas. A 
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separação e coeficientes de sedimentação de macromoléculas podem também ser medidas através 
de gradientes de densidade, comparando com outra macromolécula similar 'com um coeficiente 
de sedimentação conhecido. V árias proteínas e ácidos nucléicos estão disponíveis 
comercialmente para este propósito (YOUNG, 1984). 
Gradientes de densidade são tão sensíveis que são capazes de separar macromoléculas que 
tenham incorporado isótopos pesados, como 13C ou 15N, daquelas que contenham o isótopo leve 
C2C ou 14N). De fato, gradientes de cloreto de césio (CsCI) foram desenvolvidos na década de 50 
para separar DNA marcado do não-marcado depois da exposição de uma população em 
crescimento de bactérias ao precursor de nucleotídeo contendo 1 sN; este experimento clássico 
evidenciou a replicação semiconservativa do DNA e confirmou a estrutura de dupla-hélice do 
DNA (ALBERTS et ai., 2002). 
Gradientes de densidade são usados também para análise do tamanho dos polissomos 
através do perfil de sedimentação. Os polissomos irão sedimentar proporcionalmente a sua 
massa, ou seja, quanto mais ribossomos estiverem ligados a um mRNA, maior sua densidade e, 
consequentemente, maior será seu coeficiente de sedimentação através do gradiente. 
Através de análises de gradientes de sedimentação em sacarose de polissomos, pode-se 
observar a distribuição de proteínas, podendo estar ligadas a alguma subunidade ribossomal em 
particular ou a polissomos. A partir deste tipo de análises, estudos mostraram que a proteína 
TcJ6p de Trypanosoma cruz i, que possui um domínio Dnal e é homóloga à co-chaperona Sis1 de 
levedura, estava intimamente associada às subunidades ribossomais, aos monossomos 80S e 
polissomos curtos (SALMON; MONTERO-LOMELI; GOLDENBERG, 2001). Outro estudo 
realizado analisou a Hsp98, proteína mais proeminente durante resposta ao choque térmico de 
Neurospora crassa. Frações microssomais, onde a Hsp98 está enriquecida em células submetidas 
a choque térmico, foram analisadas em gradientes de sacarose. As análises mostraram que esta 
proteína está mais concentrada nos polissomos que nos monossomos (V ASSILEV; 
PLESOFSKY-VIG; BRAMBL, 1992). Um estudo mais recente analisou o movimento de 
mRNAs eucarióticos entre polissomos e corpos de processamento citoplasmáticos (processing-
bodies ou P-bodies). Nele, foram apresentadas evidências de que mRNAs em P-bodies de 
leveduras podem retornar à tradução. Análises de sedimentação de polissomos em gradientes de 
sacarose revelaram uma rápida perda de polissomos durante privação de glicose no meio de 
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cultura e uma rápida restauração destes quando readicionada glicose (BRENGUES; TEIXEIRA; 
PARKER, 2005). 
Trypanosoma cruz; e a Genômica Funcional 
A disponibilidade atual de um grande número de sequências de tripanosomatídeos, fruto 
inicialmente de esforços isolados na caracterização de genes e mais recentemente de consórcios 
para análise em larga escala, promove a utilização de metodologias de high throughput para um 
entendimento global da expressão gênica. Uma das metodologias é o microarranjo, descrito 
inicialmente em 1995 por Schena e colaboradores (1995) e, desde então, utilizado intensamente 
nas mais diversas áreas. 
Um arranjo de DNA é usualmente um substrato (membrana de náilon ou nitrocelulose, 
vidro ou plástico) sobre o qual são depositados diversos DNAs fita simples distintos com 
seqüências diferentes, denominado geralmente de sonda. Esse DNA é colocado na lâmina de 
forma a criar estruturas localizadas, denominadas spots, que são arranjadas em um padrão 
regular, semelhante a uma grade. Se a densidade de sondas é muito grande, em uma região muito 
pequena do substrato, dá-se o nome de microarranjo de DNA. 
O material a ser colocado no microarranjo pode ser de diferentes tipos, de acordo com o 
propósito do mesmo. Atualmente, os tipos mais comumente encontrados de microarranjo são os 
que contêm como sonda produtos de peR dupla fita (geralmente, oriundos de bibliotecas de 
cDNA) ou oligonucleotídeos fita simples. Essas sondas geralmente são complementares a regiões 
do genoma que codificam proteínas e, portanto, os microarranjos são principalmente focados para 
a avaliação do transcriptoma codificador de proteínas, embora qualquer tipo de avaliação por 
hibridização de ácidos nucléicos possa ser implementado. 
O microarranjo é colocado em contato com uma solução contendo a amostra complexa de 
RNA que desejamos estudar, a qual é denominada normalmente de alvo, e essa preparação é 
deixada sobre controle rigoroso de temperatura para que opareamento das regiões 
complementares na sonda e no alvo, que estão ambos em fita simples, possa ocorrer, no 
fenômeno denominado hibridação. Finalmente, a ocorrência da hibridação é passível de ser 
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quantificada, pois as moléculas da população alvo são marcadas com a adição de agentes 
fluorescentes ou radioativos, os quais podem ser captados por dispositivos especializados. 
Microarranjos começaram a ser utilizados para estudos em tripanosomatídeos em 2002. 
DIEHL et ai. (2002) compararam mRNA total de T brucei de duas formas distintas, a procíclica 
e a sanguínea, usando um microarranjo de aproximadamente 2.000 produtos de PCR referentes a 
clones de uma biblioteca de fragmentos genômicos. Apenas 2% das sondas se mostraram 
diferencialmente expressas e a maioria delas correspondia a genes já descritos. 
SAXENA et ai. (2003) utilizaram microarranjos de aproximadamente 9.200 sequências 
para avaliar a diferenciação das formas procíclicas para metacíclicas de Leishmania major. O 
material utilizado foi o mRNA total celular e menos que 2% dos genes se mostraram com a 
expressão alterada no processo de diferenciação. 
MINNING et ai. (2003) realizaram o primeiro trabalho utilizando microarranjos para a 
análise de T cruzi. O arranjo consistia em 4.400 fragmentos genômicos. O estudo foi realizado 
com formas tripomastigotas e amastigotas diferenciadas in vitro. Menos que 1,5% das sondas se 
mostraram diferencialmente expressas. 
Posteriormente, três trabalhos utilizando Leishmania como modelo foram publicados. 
GUIMOND et aI. (2003) utilizaram um microarranjo direcionado para genes envolvidos com 
resistência a drogas, contendo apenas 44 genes. AKOPY ANTS et ai. (2004) utilizaram um 
microarranjo de aproximadamente 22.000 sondas (metade, genes conhecidos, metade clones 
genômicos) e avaliaram as diferenças no mRNA total das diferentes formas do ciclo de vida. 
Apenas 3,2% das sondas mostraram expressão diferencial. ALMEIDA et ai. (2004) utilizaram 
um microarranjo de aproximadamente 1.800 sondas originárias de uma biblioteca de cDNA. 
BAPTISTA et ai. (2004) utilízaram microarranjos de 730 sondas para comparar duas cepas 
distintas de T cruzi: CL Brener e Silvio, através da hibridação de DNA e de RNA. Um total de 
68 e 84 sondas se mostrou diferente nas comparações envolvendo DNA e RNA, respectivamente. 
Recentemente, BREMS et ai. (2005) utilizaram uma versão amplificada do microarranjo de 
DIEHL et aI. (2002), contendo 24.567 fragmentos genômicos, para estudar diferentes estágios de 
Trypanosoma brucei utilizando populações de RNA total e RNA polissomal para sintetizar os 
alvos marcados. Uma comparação quantitativa entre mRNA total e RNA associado a polissomos 
mostrou uma expressão diferenciada em aproximadamente 2% dos genes. 
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Em nosso laboratório, foi desenvolvido um microarranjo contendo cerca de 4 mil genes de 
Tlypanosoma cruzi. Porém, uma análise comparativa dos RNAs polissomais e RNAs totais de 
epimastigotas em replicação e epimastigotas em diferenciação utilizando microarranjo, mostrou 
menos de 1 % dos rnRNAs diferentes quando se analisava a fração RNA total, mas mais de 15% 
de diferenças quando se analisava RNAs polissomais - figura 6 - (pROBST, 2005). 
Figura 6 - Análi e comparativa por microarranjo dos rnRNAs totais e polissomais de epimastigotas e parasitas de 24 
horas de diferenciação. O microarranjo (biochip) de T. cruzi contém entre 4.000 e 5.000 genes distintos. 18 rnRNAs 
diferentes são ob ervados quando se analisa a fração RNA total enquanto 961 diferenças são observadas quando se 
analisa RNAs polissomais. 
Em organismos nos quais o controle transcricional tem um papel preponderante no controle 
da expressão gênica, diferenças no transcriptoma são observadas no conjunto total de RNA, como 
em mamíferos e leveduras. 
Como visto anteriormente, estudos em T. cruzi indicam que o controle da expressão gênica 
ocorre pós-transcricionalmente. Caso esta regulação esteja envolvendo a degradação de RNA, 
isto seria percebido com uma análise da fração total do rnRNA. Alguns estudos indicam que o 
rnRNA de vários genes permanece estável no citoplasma e o controle da tradução ocorre através 
do acesso aos ribossomos - mobilização polissomal. Nestes casos, a comparação entre 
populações de RNA total de diferentes tipos celulares não revelaria diferenças na expressão 
gênica. 
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Os resultados referentes ao mRNA polissomal demonstram a importância da avaliação 
dessa fração do transcriptoma no estudo da diferenciação de Trypanosoma cruzi: na 
metaciclogênese, o número de genes diferencialmente expressos chega a ser 10 vezes maior em 
mRNA polissomal do que em mRNA total (PROBST, 2005). 
Devido à importância de se estudar a fração polissomal dos RNAs, é necessário ter certeza 
de sua pureza e qualidade. Basicamente, duas metodologias diferentes de extração de polissomos 
dedicadas a tripanosomatídeos circulam na comunidade científica e podem levar ao isolamento, 
juntamente aos polissomos, de RNAs de outras frações. Assim, resultados diferentes podem ser 
obtidos mesmo quando a pergunta biológica for a mesma. Propomos, então, analisar as duas 
metodologias de extração de polissomos (BREMS, 2005 e GOLDENBERG, 1985) utilizando 




Comparar, por diferentes metodologias, os polissomos de formas epimastigotas de 
Trypanosoma cruzi obtidos com o uso de dois protocolos de extração. 
Objetivos específicos 
• Comparar os perfis de polissomos extraídos pelos métodos de GOLDENBERG et aI. 
(1985) e BREMS et ai. (2005) usando gradientes de sacarose; 
• Comparar as populações de RNAs associados a polissomos extraídos pelos métodos de 
GOLDENBERG et aI. (1985) e BREMS et aI. (2005) usando a tecnologia do 
microarranjo. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Reagentes 
Procedência dos reagentes mais utilizados: 
Ambion: Kit Amino Allyl Message AmpTM aRNA. 
Amersham-Pharmacia Biotech: dCTP-Cy3, dCTP-Cy5, dNTPs, RNase H. 
Corning: laminas para microarranjo CMT GAPS. 
Cult-Iab: soro fetal bovino. 
Difco: infuso de fígado, triptose. 
Invitrogen: EDTA, DTT, fenol, fragmento Klenow da DNA polimerase I, Random Primer 
Solution, Tris, sacarose, RNase OUT™. 
Merck: cloreto de lítio, clorofórmio, etanol absoluto, cloreto de potássio, cloreto de magnésio, 
cloreto de sódio, fosfato dibásico de sódio, glicose, SDS. 
Microbiológica: hemina. 
Millipore: colunas microcon 30 (Microcon® Amicon Bioseparations). 
Promega: DNase RQl (livre de atividade tipo RNase), ImProm-IFM Reverse Transcriptase. 
Qiagen: RNeasy®, RNase-free DNase set. 
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Sigma: ~-mercaptoetanoI, cicloheximida, DNA de esperma de salmão, heparina, HEPES, NP-40. 
USB: Isotiocianato de guanidina. 
3.2. Meios de Cultura 
Meio LIT (Liver Infusion Tryptose) g/L 
Infuso de fígado ....................................................................................... 5,0 
NaCl. ................................................................................................... 4,4 
KCl. ..................................................................................................... 0,4 
Glicose .................................................................................................. 2,2 
Triptose ................................................................................................... 5,0 
Fosfato Dibásico de Sódio ........................................................................ 11 ,56 
Extrato de Levedura ................................................................................. 15,0 
Hemina ................................................................................................... 0,02 
Soro Fetal Bovino ................................................................................... 10% 
3.3. Tampões e Soluções 
Colchão de sacarose: Sacarose 2 M em tampão de lise hipotônico (acrescido de ~­
mercaptoetanoI5 mM, cic10heximida 10 mglmL, heparina 20 V/mL). 
NKM: NaCI140 mM, KCI5 mM, MgCh 1,5 mM, HEPES 10 mM pH 7,4. 
Solução de Denhardt (SOx): albumina bovina sérica - BSA (fração V) 1 % (p/v), 
polivinilpirrolidona 1 % (P/v), fico1l400 1 % (P/v). 
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Solução de hibridação: SSC 6X; solução de Denhardt 5 X, DNA esperma de salmão Tipo 111 
(0,1 mglmL) fragmentado por ultra-som e desnaturado, SDS 1%. 
Solução de hibridação para microarranjos de DNA (a 42°C): SSC 6 X; Denhardt's 5 X, DNA 
esperma de salmão Tipo 111 (0,1 mg/mL) fragmentado por ultra-som e desnaturado 0,25 mglmL, 
SDS 0,5% (P/v), formamida 50% (v/v). 
Solução de ressuspensão de polissomos: Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 10 mM, NaCI 100 
mM, SDS 0,5%. 
Solução para lavagem média estringência: SSC 0,5X, SDS 0,01 % (P/v). 
Solução pós-lavagem: SSC 0,06 X. 
SSC (standard saline-citrate) (20x): NaCl3 M, Citrato de sódio 0,3 MpH 7,0. 
Tampão de Iise hipotônico: Tris-HCI 10 mM pH 7,6, MgClz 10 mM, NaCI 10 mM, ~­
mercaptoetanol 5 mM, cicloheximida 10 IlglmL, heparina 20 IlglmL, PMSF 1 mM. 
Tampão de Iise para RNA total: isotiocianato de guanidina 5 M, EDTA 10 mM, Tris-HCI pH 
7,5 50 mM e ~-mercaptoetanoI8%. 
Tampão de polissomos: NaCI 120 mM, Tris-HCI 20 mM pH 7.5, MgClz 2 mM, DTT 1 mM, 
PMSF 1 mM, cicloheximida lOOllg/mL, heparina 10 mglmL. 
Tampão de ressuspensão de RNA total: Tris-HCI pH 7,5 10 mM, EDTA 1 mM e SDS 0,1 % 
(água para completar 50 mL). 
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3.4. Células 
Formas replicativas epimastigotas de Trypanosoma cruzi clone Dm28c (GOLDENBERG el 
aI., 1984; CONTRERAS et ai., 1988) foram crescidos e mantidos em cultura axênica em meio 
LIT (CAMARGO, 1964), incubadas a 28°C, com passagens a cada três dias. Parasitas foram 
isolados por centrifugação e processados. 
3.5. Isolamento de RNA total 
Para a obtenção de RNA total, cerca de 5 x 109 células foram sedimentadas a 8.000 x g por 
15 minutos a 10°C e lavadas em tampão NKM por duas vezes. As células foram lisadas com 
cerca de 5 mL de tampão de lise de RNA total. Imediatamente após a lise, foram adicionados sete 
volumes de cloreto de lítio 4 M e a mistura foi incubada a 4°C por 16 horas. 
Decorrido este tempo, os extratos celulares foram centrifugados a 10.000 x g por 15 
minutos a 4°C. Os sedimentos foram lavados com cerca de 50 mL de cloreto de lítio 3 M, 
centrifugados a 10.000 x g por 15 minutos a 4°C e este processo foi repetido mais uma vez. Após 
essas lavagens, os sedimentos foram ressuspensos em cerca de 5 mL de tampão de ressuspensão 
de RNA total. A amostra foi submetida a um congelamento rápido (banho de gelo seco) e, logo 
após, o descongelamento foi feito através de incubações no banho-maria a 37°C, intercalados por 
forte agitação. 
A extração foi realizada com igual volume de fenol sat.urado e, posteriormente, com 
fenol/clorofórmio. Finalmente, foi efetuada uma extração com clorofórmio/álcool isoamílico e, 
logo após, a fase aquosa foi precipitada com 10% do volume de acetato de sódio 3 M e um 
volume de isopropanol e armazenada a-70°C. 
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3.6. Isolamento de polissomos - pelo método utilizado por GOLDENBERG et ai. (1985) 
As células foram incubadas em cicloheximida (concentração final de 10 Ilg/mL) durante 10 
minutos em gelo. Os parasitas foram centrifugados a 8.000 x g por 5 minutos a 10°C e lavados 
duas vezes em solução NKM (acrescido de cicloheximida). Metade das células foi congelada 
para posterior extração de polissomos. A lise celular foi efetuada com aproximadamente 5 x 109 
células em 20 mL de tampão de lise hipotônico. Após homogeneização, foi adicionado NP-40 
(detergente) a uma concentração final de 1%. A li se celular foi monitorada em microscópio ótico 
e interrompida pela adição de colchão de sacarose 2 M numa concentração final de 0,25 M. 
O lisado celular foi submetido a dois ciclos de centrifugação: um a 10.000 x g por 10 
minutos a 4°C e, posteriormente, a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C para remoção de debris e 
organelas. Em tubos de ultracentrífuga (rotor SW40), foram adicionados 2 mL de colchão de 
sacarose 2 M e, sobre ele, 9 mL da fração pós-mitocondrial e centrifugados a 192.000 x g por 2 
horas a 4°e. Imediatamente após o término da centrifugação, foi coletada a fração polissomal 
desprezando o colchão de sacarose por inversão. O pellet foi ressuspenso com 500 IlL de tampão 
de lise (para análise por gradientes de sacarose) ou com o Kit RNeasy (Qiagen ®) para seu 
posterior processamento. 
3.7. Isolamento de polissomos - pelo método utilizado por BREMS et ai (2005) 
Para este procedimento, foram utilizadas 5 x 109 células e, a elas, foi adicionado 
cicloheximida (100 Ilg/mL). Logo após, estas foram coletadas por centrifugação a 2.000 x g por 5 
minutos a 4°C e lavadas duas vezes em tampão de polissomos. Metade das células foi congelada 
para posterior extração de polissomos. As células foram então ressuspensas em 10 mL de tampão 
de polissomos e lisadas pela adição de NP-40 a uma concentração final de 1 %. A suspensão de 
células foi homogeneizada e o lisado foi centrifugado a 10.000 x g por 4 minutos a 4°C para 
remover debris e organelas. O pellet de polissomos foi obtido por ultracentrifugação a 75.000 x g 
por 35 minutos a 4°C na ultracentrífuga (rotor SW40). O pellet foi ressuspenso com 500 IlL de 
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tampão de li se (para análise por gradientes de sacarose) ou com o Kit RNeasy (Qiagen®) para seu 
posterior processamento. 
3.8. Obtenção dos perfis das frações polissomais por gradiente de sacarose 
o pellet enriquecido em polissomos obtidos pelos métodos utilizados neste trabalho foi 
ressuspenso em 500 /-lL de tampão de lise e aplicado delicadamente sobre um gradiente de 
sacarose exponencial (15-55%). Os gradientes foram, então, centrifugados por 2 horas a 192.000 
x g a lQ°C na ultracentrífuga (rotor SW40). Os gradientes de sacarose foram coletados a uma 
velocidade de 1 mL por minuto e analisados espectrofotometricamente (254 nm) em um sistema 
ISCO FOXY JR. de gradiente de densidade programável. 
3.9. Repurificação dos RNAs 
Os RNAs totais e polissomais foram re-purificados utilizando o Kit RNeasy (Qiagen®) 
seguindo o protocolo "Animal Cells f' com o passo adicional de tratamento com DNase na 
própria coluna (RNase-free DNase set - Qiagen), conforme recomendações do fabricante. 
3.10. Determinação de quantidade e qualidade dos ácidos nucléicos extraídos 
A quantidade de RNA foi determinada através da medida da absorbância a 260 nm, 
considerando que o valor da absorbância igual a 1 equivale a 40 /-lg/mL de RNA. A qualidade dos 
ácidos nucléicos foi determinada pela razão entre a absorbância a 260 e a 280 nm. 
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3.11. Hibridação competitiva em microarranjos de DNA 
>- Arquitetura do microarranjo 
Foi utilizado o biochip versão 4 produzida no Instituto de Biologia Molecular do Paraná. 
Este possui mais de 6000 sondas, as quais representam aproximadamente 5000 genes diferentes 
de Trypanosoma cruzi. 
As sondas, assim como os controles externos e internos, estão dispostas em 16 setores de 20 
colunas e 20 linhas, num total de 6.400 posições disponíveis. Em cada lâmina, estes setores 
aparecem repetidos três vezes. Em 6.198 destas posições, foram depositados produtos de peR, a 
saber: 
• 3.552 sondas individuais, amplificadas de DNA genômico de T cruzi, oriundas da 
segunda versão do microarranjo, obtidas a partir dos dados de EST de T cruzi disponíveis 
no Genbank no ano de 2000. 
• 2.354 sondas individuais, amplificadas de insertos em vetor Topo T-A (Invitrogen), 
referentes à biblioteca de EST de epimastigotas, epimastigotas em estresse nutricional, 
epimastigotas aderidos em 24 horas de diferenciação e tripomastigotas metacíclicos, 
produzida no IBMP (PICCHI & PROBST, em preparação). 
• 144 sondas referentes a 12 genes selecionados como controles de hibridação, por 
apresentarem uma intensidade de sinal muito forte nos primeiros experimentos feitos. 
(n=8 a 20 sondas por gene, em número variável). 
• 134 sondas referentes a genes selecionados, incluídos por serem de interesse às linhas de 
pesquisa de outros grupos do IBMP ou colaboradores. 
• 4 sondas referentes ao genoma do endossimbionte de Crithidia deanei, utilizados como 
controles negativos de DNA. 
• 10 produtos da amplificação do gene Q do bacteriófago ÀQ, usado como controle 
negativo ou positivo externo, caso adicionado o mRNA do gene à preparação do material 
hibridado. 
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» Amplificação das amostras de RNA (transcrição in vitro) 
Dado que a quantidade de amostra de RNA é muito reduzida, optamos por amplificá-la 
utilizando um sistema de transcrição in vitro. Para isso, é necessário uma primeira etapa de 
síntese de cDNA Após isso, o cDNA obtido é transcrito e o RNA, agora, é denominado cRNA. 
As etapas da amplificação do RNA foram realizadas utilizando o kit Amino Allyl Message 
AmpTM aRNA Amp/ification (Ambion Inc., Austin, T)(, EUA), conforme recomendações do 






Síntese da Primeira Fita - Transcriptase Reversa: 
AAAAAA-
TTTTTTT -T7 promotor-5 ' 
Síntese da Segunda Fita - degradação do mRNA (pela enzima RNase), 
random primers, E. co/i pol 1, E. co/i ligase: 
TTTTTTT-T7 promotor-5 ' 
Transcrição - T7 RNA polimerase: 
- 5 ' 
promotor - 3 ' 
Antisense RNA 
Figura 7 - Transcrição in vitro (para obtenção de cRNA). 
~ Conversão de cRNAs para cDNAs e marcação com fluoróforos 
Para transcrição reversa, foram adicionados 2000 pmol de Random primer (Invitrogen) para 
3,0 Jlg de cRNA purificado e ressuspenso em água RNase free. A reação é incubada a 70°C por 
10 minutos e colocada em gelo para então adicionar os reagentes da primeira fita de cDNA, 
utilizando o kit lmprom-ll Reverse Transcriptase da Promega. Para tanto, foi feito um mix com 
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tampão Impro-I1 5X, MgCh 25mM, dNTPs, RNase OUT e 2U de transcriptase reversa 
(Promega), e foi incubado a 42°C por 2 horas. 
Para purificação da primeira fita, o RNA foi degradado pela adição de 15 /-!L de NaOH 0,1 
N e incubada a 70°C por 10 minutos. Após retirar da incubação, as amostras foram colocadas em 
gelo por alguns segundos e foi adicionado 15 /-!L de HCI 0,1 N para neutralizar a solução. Para a 
concentração das amostras, 400 /-!L de água ultra-pura e a reação da primeira fita foram 
depositados em colunas de microcon 30 (Microcon Amicon Bioseparations, Millipore) e 
submetidos à centrifugação a 14.000 x g por 8 minutos. Os concentrados foram coletados em 
tubos de microcentrífuga e, posteriormente, desnaturados a 95°C por 5 minutos e imediatamente 
resfriados em gelo. 
Para a síntese da segunda fita, foram acrescentados: 20 /-!L Random Primer Solutions, 5 /-!L 
de mistura de dNTPs (dATP, dGTP, dTTP 1,2 mM cada, dCTP 0,6 mM), 1 /-!L da enzima 
Klenow (Bioprime DNA Labeling System) e 2 /-!L do fluoróforo dCTP-Cy-3 ou dCTP-Cy-5 
(Amersham - Pharmacia Biotech) - os dCTPs são adicionados no escuro. Esta reação é incubada 
a 37°C por 2 horas e, após este período, a reação foi purificada e concentrada em coluna 
microcon 30 (a fim de retirar os dyes não incorporados), seguindo o protocolo recomendado pelo 
fabricante. 
~ Hibridação dos microarranjos de DNA 
Após concentrar as amostras, foi acrescentado 100/-!L de solução de hibridação. As 
amostras foram então desnaturadas a 95°C por 5 minutos e transferidas imediatamente para o 
gelo. 
As lâminas com as sondas foram acopladas à estação de hibridação (GeneTAC HybStation -
PerkinElmer) (figura 8), na qual todo o processo de hibridação e de lavagens pós-hibridação é 
automático. Assim, o tempo de hibridação é de 16 horas à temperatura de 42°C. As lavagens pós-
hibridação foram realizadas em tampões com concentrações decrescentes de sal, à temperatura 
ambiente (solução para lavagem de média estringência por 5 minutos; solução pós-lavagem por 5 
minutos). Uma lavagem extra foi feita manualmente utilizando a solução pós-lavagem. 
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Figura 8 - Estação de hibridação Gene TA C HybStation - PerkinElmer 
~ Leitura e análises dos sinais obtidos 
Após a hibridação, as lâminas foram secas por centrifugação e submetidas à detecção de 
fluorescência em um scanner óptico Ajjj;metrix 428 Array Scanner. 
Os sinais foram obtidos pela medida da intensidade de fluorescência gerada em cada um 
dos spots e captada nos canais verdes - excitação do fluoróforo Cy-3 em 532nm - e nos canais 
vermelhos - excitação do fluoróforo Cy-5 em 635nm - do scanner óptico. Os dados das 
hibridações foram transformados em imagens com o auxílio do programa Jaguar 2. O 
(Mfymetrix). 
A partir desses sinais são criadas imagens 16-bits em formato TlFF (tag image file format) . 
Cada uma dessas imagens representa a leitura dos sinais obtidos em um dos comprimentos de 
onda utilizados. 
As imagens criadas pela leitura dos sinais obtidos são analisadas pelo software Spot 
(BUCKLEY & YANG, 2000; YANG, BUCKLEY & SPEED, 2001). Após isso, os dados devem 
ser normalizados, com o objetivo de tomar os dados fidedignos, reduzindo os erros associados à 
variação sistemática presente nas diferentes etapas que constituem o experimento. Entre as várias 
alternativas disponíveis, a normalização global não-linear foi a escolhida para este trabalho. Esta 
normalização possui duas premissas: 
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• As concentrações relativas das moléculas de RNA mensageiro em uma condição 
biológica e em outra não variam. E, se houver variação, ela é simétrica. Apesar desta 
premissa não ser verdadeira para todos os casos, ela representa uma solução 
conservadora, pois maximiza a semelhança entre as duas amostras. 
• As fontes de heterogeneidade não são homogêneas, ou seja, apresentam diferentes 
intensidades de acordo com uma segunda variável. Portanto, as amostras devem ser 
normalizadas por diferentes medidas. 
Os softwares R (IHAKA & GENTLEMAN, 1996; DUDOIT & Y ANG, 2003; DUDOIT, 
GENTLEMAN e QUACKENBUSH, 2003) e LIMMA (SMITH, 2004) são empregados para a 
realização desta normalização global não-linear e para a extração dos valores de background. 
Após a normalização intra-microarranjo, é feita a normalização inter-microarranjo, a qual serve 
para ajustar possíveis diferenças na intensidade média de cada lâmina. Para essa normalização, 
foi utilizado o método de normalização por quartiles (BOLST AO et a/. , 2003), implementado no 
software LIMMA, o qual consiste em equalizar as curvas de distribuição de intensidade das 
sondas de todos os microarranjos de um experimento. 
O agrupamento de amostras permite identificar quais são as relações gerais dentre elas, 
podendo ajudar na determinação de amostras cujo padrão seja distinto da norma, além de 
estabelecer uma maneira simplificada de se quantificar a diferença entre as amostras. 
O agrupamento de genes permite identificar conjuntos de genes cujos níveis de expressão 
variam de forma correlata, o que pode significar mecanismos comuns de relação da expressão 
gênica. O agrupamento hierárquico e o processo de visualização foram obtidos pelo software 
Tree View, disponível em http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm. 
Uma representação esquemática dos procedimentos de hibridação competitiva pode ser 
visualizada na figura 9. 
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Figura 9 - Representação esquemática das etapas da hibridação competitiva em rnicroarranjo de DNA (modificado). 
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4. RESULTADOS 
Os polissomos, alvos desse estudo, foram obtidos de duas maneiras utilizando as formas 
epimastigotas de T cruzi. Por um lado, foi seguido o protocolo utilizado em nosso laboratório 
(GOLDENBERG, 1985) e, por outro lado, o protocolo usado por BREMS et aI. (2005). 
As duas metodologias de extração de polissomos apresentam algumas diferenças. A 
composição dos tampões utilizados e a concentração de sais são variáveis quando comparados os 
protocolos. O tampão utilizado no protocolo de GOLDENBERG et a!. (1985) é hipotônico, visto 
a baixa concentração de sais. Já o tampão utilizado por BREMS et a!. (2005) não apresenta esta 
característica, uma vez que utiliza 120 mM de cloreto de sódio (tabela 1). Além disso, uma vez 
feita a lise, pode-se observar ao microscópio ótico que os parasitas lisados pelo protocolo de 
GOLDENBERG (1985) se mostram mais intactos (dado não mostrado), com um aspecto típico 
de "fantasmas" em comparação aos parasitas lisados pelo protocolo de BREMS (2005). 
Para a sedimentação dos polissomos, o protocolo de GOLDENBERG (1985) utiliza um 
colchão de sacarose 2 M, ausente no protocolo de BREMS (2005). Além disso, a velocidade de 
ultracentrifugação é muito maior pelo protocolo de Goldenberg e o tempo é mais longo (tabela 
1). Após a extração dos polissomos através das duas técnicas, os mesmos foram analisados em 
gradientes de sedimentação em sacarose e em microarranjos de DNA. 
Protocolo por Goldenberg Protocolo por Brems 
CONCENTRAÇÃO FINAL CONCENTRAÇÃO FINAL 
Tris-HCl pH 7,5 10mM 20mM 
MgC12 10mM 2mM 
COMPOSiÇÃO 
NaCl 10mM 120mM 
~-mercaptoetanol 5mM -
DO TAMPÃO Cic10heximida lO ~g/mL 100 ~g/mL 
Heparina 20 ~g/mL 10 mg/mL 
DTT - 1mM 
PMSF 1mM 1mM 
COLCHÃO DE SACAROSE 2 M SIM NÃO 
VELOCIDADE DE UL TRACENTRIFUGAÇÃO 192.000 x g 75.000 x g 
TEMPO DE ULTRACENTRIFUGAÇÃO 2h 35 min 
Tabela 1 - Diferenças entre o protocolo de GOLDENBERG et aI. (1985) e o de BREMS et ai. (2005). 
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Comparações usando gradientes de sacarose 
Os polissomos foram aplicados sobre gradientes de sacarose exponenciais (15-55%) e 
ultracentrifugados por duas horas. Após isso, os gradientes foram fracionados, coletados e 
analisados por espectrofotometria a 254 nm pelo sistema ISCO de gradiente de densidade 
programável. Para cada protocolo, foi feito um gradiente controle, onde foi adicionado EDT A, 
um agente quelante de cátions bivalentes que provoca a dissociação dos polissomos. 
As análises comparativas entre os diferentes protocolos foram realizadas a partir dos 
gráficos obtidos (gráficos 1, 2, 3, 4). Este experimento foi realizado três vezes com resultados 
muito semelhantes. 
Utilizando o protocolo de GOLDENBERG et aI. (1985) sem adição de EDT A, observamos 
um pico que corresponde aos monossomos e dois menores anteriores que correspondem às 
subunidades 40S e 60S, respectivamente. É possível diferenciar claramente picos de polissomos 
com 2 a 10 ribossomos (gráfico 1). 
Utilizando o protocolo de BREMS et aI. (2005) sem adição de EDT A, observamos que o 
pico de monossomos é proporcionalmente maior em relação àquele obtido no gráfico 1. Além 
disso, podemos observar que há pelo menos um pico adjacente aos picos das subunidades 
ribossomais. Polissomos contendo de 2 a 10 ribossomos foram facilmente observados com a 
utilização de este protocolo (gráfico 2). 
A adição de EDT A às frações obtidas por ambos protocolos eliminou os pICOS 
correspondentes aos polissomos (gráficos 3 e 4). Em conseqüência, as subunidades 40S e 60S 
que formavam os polissomos se concentram em dois picos maiores, e praticamente 









Gráfico 1 - Gráfico representando o perfil de polissomos obtidos pelo protocolo usado por GOLDENBERG et ai. 
(1985) sem adição de EDTA. Estão indicados os picos referentes às sub unidades 40S e 60S e os monossomos (80S). 
Os números (2 a 10) representam o número de ribossomos associados ao rnRNA. 
Gráfico 2 - Gráfico representando o perfil de polissomos obtidos pelo protocolo usado por BREMS et ai. (2005) sem 
adição de EDTA. As setas indicam as diferenças com relação ao protocolo de GOLDENBERG et a/. (1985). 
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Gráfico 3 - Gráfico representando o perfil de polissomos obtidos pelo protocolo usado por GOLDENBERG et aI. 
(1985) com adição de EDT A. Observa-se que os polissomos desaparecem, uma vez que o EDT A dissocia as 
subunidades ribossômicas. Com isso, as subunidades dissociadas dos polissomos se acumulam e os picos que 
correspondem às subunidades 40S e 60S ficam maiores, e praticamente indistinguíveis, do que os observados sem 
tratamento de EDT A. 
Gráfico 4 - Gráfico representando o perfil de polissomos obtidos pelo protocolo usado por BREMS et al. (2005) com 
adição de EDTA. O perfil é semelhante ao do gráfico 3. 
33 
Compa .. ações através da técnica de mic .. oa .... anjo 
Para as hibridações realizadas, foi utilizado o microarranjo versão 4 produzida no Instituto 
de Biologia Molecular do Paraná. A arquitetura do microarranjo (versão 4.0) utilizado nas 
hibridações pode ser observada na figura 10. 
Figura 10 - Aspecto geral da lâmina do micro arranjo, com as três réplicas de sua unidade básica com 
aproximadamente 6.000 sondas carimbadas, após hibridação com amostras de DNA genômico de Trypanosoma 
cruzi. Em destaque, está a unidade básica do microarranjo , com 6.198 sondas carimbadas, distribuídas em 16 setores, 
cada um com aproximadamente 400 spots. 
Devido à complexidade e redundância da montagem atual do genoma de T. cruzi, é possível 
fazer somente uma estimativa dos genes distintos que são reconhecidos por essas sondas. Nossas 
estimativas atuais demonstram um número aproximado de 4.500 genes. 
Para realizar os ensaios de marcação e hibridação competitiva, os RNAs foram extraídos de 
epimastigotas de T. cruzi. Foram utilizados RNAs totais, RNAs polissomais obtidos pelo 
protocolo de GOLDENBERG et a/. (1985) e RNAs polissomais obtidos pelo protocolo de 
BREMS et a/. (2005). Estes RNAs foram, então, amplificados através de reações de transcrição 
in vitro . Somente após esta reação, foram gerados os cDNAs marcados com fluoróforos. 
As lâminas com as sondas de Trypanosoma cruzi foram submetidas a ensaios de hibridação, 
com as amostras marcadas com os fluoróforos, dCTP-Cy-3 e dCTP-Cy-5. Os experimentos foram 
realizados duas vezes com amostras provenientes dos mesmos parasitas, porém obtidos de 
extrações independentes. O RNA total foi utilizado neste trabalho apenas como uma referência 
para obter, assim, as diferenças entre os polissomais. 
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As hibridações competitivas foram feitas da seguinte maneira: 
a. cDNA derivado de RNAs associados a polissomos de epimastigotas pelo protocolo de 
GOLDENBERG et aI. (1985) (marcação com Cy-5) e cDNA derivado de RNA total (marcação 
com Cy-3), e; 
b. cDNA derivado de RNAs associados a polissomos de epimastigotas pelo protocolo de 
BREMS et aI. (2005) (marcação com Cy-5) e cDNA derivado de RNA total (marcação com Cy-
3). 
A figura 11 mostra um esquema representativo das hibridações. 
G1 G2 81 82 
~\// 
RNA TOTAL 
Figura 11 - Arranjo de hibridações. Cada flecha representa uma hibridação· as amostras de RNA total foram 
marcadas com Cy3 (ponta da flecha) e as amostras de RNA polissomal, com Cy5 (base da fl echa). G 1 e G2 - RNA 
polissoma1 obtido pelo protocolo de GOLDENBERG et ai. (1985); B 1 e B2 - RNA polissoma1 obtido pelo protocolo 
de BREMS et aI. (2005). 
Uma representação gráfica da intensidade do sinal emitido por cada fluoróforo pode ser 
vista na figura 12, sendo que a cor está associada à intensidade da fluorescência. A fluorescência 
mais fraca corresponde a uma cor azul e, conforme ela vai ficando mais intensa, as cores 
associadas são o verde, o amarelo, o vermelho e o branco (indicativo de saturação do sinal). 
Figura 12 - Intensidade de fluorescência em uma seção da lâmina de microarranjo. Esquerda: imagem da intensidade 
do Cy3; Direita: imagem da intensidade do Cy5. 
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As imagens resultantes da leitura dos sinais obtidos foram analisadas usando o software 
Spot (BUCKLEY & YANG, 2000; YANG, BUCKLEY e SPEED, 2001). Os valores obtidos 
foram, então, tratados e normalizados pelo software R e LIlvfMA (figura 13). 
Distribuição das intensidades de hibridação 
••••••••••••• 
Normalização das intensidades de hibridação 
111I11 I I 1 I 1 1I 
Figura 13 - Exemplo de nOImalização dos dados de hibridação cP A VONI, 2005). 
Os dados normalizados foram c1usterizados hierarquicamente. N os diagramas de 
clusterização, a cor amarela foi arbitrariamente atribuída para o fluoróforo Cy-5e para o Cy-3, a 
cor foi azul. Assim, nos diagramas de c1usterização a seguir, a cor amarela indica que o RNA que 
hibrida com essa sonda está mais representado na amostra de RNA polissomal utilizada. A cor 
azul indica que o RNA que hibrida com essa sonda está mais representado na amostra de RNA 
total utilizada e a cor preta indica que estão igualmente representados em ambas amostras de 
RNA. 
Como resultado das hibridações, obtivemos o perfil geral dos clusters (figura 14). De cima 
para baixo temos a primeira réplica de Brems, a segunda réplica de Brems, a primeira réplica de 
Goldenberg (ffiMP 1) e a segunda réplica de Goldenberg (ffiMP 2). 
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11 Genes igualmente representados nas duas populações de RN 
Genes mais representados em polissomal 






Figura 14 - Agrupamento hierárquico das sondas por ambos protocolos numa visão geral. 
Através das análises das imagens da hibridação competitiva do microarranjo de 
Trypanosoma cruzi, um dendograma foi obtido das análises de clusterização (figura 14 a 17 -
direita). Este mostra que as réplicas dos experimentos são mais semelhantes entre si do que entre 
os protocolos. Porém, em termos gerais, não existem maiores diferenças dos perfis utilizando as 
diferentes metodologias. 
Após a análise geral, pudemos observar alguns clusters de genes que apresentavam 
divergências entre os métodos de isolamento (figuras 15 a 17). 
Os rnRNAs correspondentes a um grupo de genes apresentam-se mais representados na 
fração polissomal com o protocolo de Goldenberg. Porém, com o protocolo de Brems, 
observamos que os RNAs dos genes desse cluster estão, em sua maIOrIa, igualmente 
representados tanto na fração total quanto na polissomal (figura 15). 
" \1') 
Figura 15 - "Vista" parcial do agmpamento hierárquico das sondas no protocolo utilizado por BREMS et ai (2005) e 
no protocolo utilizado em nosso laboratório (Goldenberg, 1985). 
37 
Os mRNAs correspondentes a alguns genes estão mais representados na fração total para 
um protocolo e na fração polissomal para o outro protocolo. Porém, o número de genes onde isso 





TU \ ( I 
Figura 16 - "Vista" parcial do agrupamento hierárquico das sondas no protocolo utilizado por BREMS et ai (2005) e 
no protocolo utilizado em nosso laboratório (Goldenberg, 1985). 
Na figura 17, os rnRNAs correspondentes a alguns genes estão mais representados na fração 
total para o protocolo de Goldenberg. Porém, utilizando o protocolo de Brems, esses genes são 
detectados também na fração polissomal. 
Figura 17 - "Vista" parcial do agrupamento hierárquico das sondas no protocolo utilizado por BREMS et ai (2005) e 
no protocolo utilizado em nosso laboratório (Goldenberg, 1985). 
Depois da obtenção dos agrupamentos hierárquicos, foi realizada uma contagem das sondas 
onde os rnRNAs correspondentes estavam igualmente expressos em ambos protocolos, mais 
expressos no protocolo de Brems e mais expressas no protocolo de Goldenberg (IBMP) - tabela 
2. O "resto" corresponde ao número de sondas cujos rnRNAs apresentaram comportamento 
diferente dentro das réplicas (entre Brems 1 e 2 ou entre IBMP 1 e 2). Três limites foram usados 
para considerar uma sonda igualmente ou diferencialmente expressa. Visto que na maioria dos 
trabalhos se considera um fold change de 2 (variação igual a 100%), no presente trabalho, foi 
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considerado o limite de 75%, ou seja, uma sonda foi considerada igualmente expressa em Brems 
e IBMP se tivesse um valor de sinal com margem de 75% para mais ou para menos. Para o limite 
estabelecido, foram obtidas aproximadamente 5.500 sondas igualmente expressas entre os 
protocolos, ou seja, este valor corresponde a 88% das sondas. Um número pequeno de sondas 
(1 %) apresentou-se mais expressa no protocolo de Brems e um número menor ainda (0,6%) no 
protocolo de Goldenberg. As inconsistências entre as réplicas representaram 10% das sondas. 
Contagem 
50% 75% 100% 
Igual 4062 5641 6021 
Up Brems 248 72 37 
Up IBMP 233 35 7 
Resto 1857 652 335 
Tabela 2 - Contagem do número de sondas onde os rnRNAs correspondentes estavam igualmente expressas em 
ambos protocolos, mais expressas no protocolo de Brems, mais expressos no protocolo de Goldenberg (IBMP) e as 
inconsistências entre as réplicas (resto). As contagens foram feitas utilizando três valores como limite para 
considerar as sondas igualmente expressas ou não. Em destaque, está o limite considerado para as análises. 
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5. DISCUSSÃO 
Sendo eucariotos que divergiram precocemente, os tripanosomatídeos têm atraído a atenção 
dos parasitologistas, não somente por sua relevância médica, mas também porque eles 
apresentam muitas características distintas nos mecanismos e no controle da expressão gênica. 
Algumas das características não comuns encontradas nesses organismos incluem transcrição 
policistrônica, trans-splicing do pré-mRNA e transcrição de genes codificadores de proteínas 
pela RNA polimerase I (TEIXEIRA & ROCHA, 2003). 
A regulação da expressão gênica é uma etapa crucial para a manutenção da homeostase 
celular. O controle da expressão gênica pode ocorrer em várias etapas e, na maioria dos 
organismos, acredita-se que o controle na iniciação da transcrição gênica é a forma predominante 
de regulação da maioria dos genes. Assim, nos organismos onde este controle tem um papel 
preponderante, diferenças no transcriptoma são observadas no conjunto total de RNA, como em 
mamíferos e leveduras (VILLARD, 2004). Outros controles podem atuar mais tardiamente na via 
de DNA para proteína para modular a quantidade de produtos gênicos. Estudos em 
tripanosomatídeos indicam que o controle da expressão gênica ocorre pós-transcricionalmente, o 
qual opera depois que a RNA polimerase tenha se ligado no promotor do gene e começado a 
síntese de RNA. Caso esta regulação esteja envolvendo a degradação de RNA, isto seria 
percebido com uma análise da fração total do mRNA. Alguns estudos indicam que o mRNA de 
vários genes permanece estável no citoplasma e o controle da tradução ocorre através do acesso 
aos ribossomos - mobilização polissomal. Nestes casos, a comparação entre populações de RNA 
total de diferentes tipos celulares não revelaria diferenças na expressão gênica. Ilustrando esta 
regulação polissomal, tem-se o gene que codifica uma proteína com domínios de ligação à quitina 
(DALLAGIOVANNA et ai., 2001) e o gene da metaciclogenina CÁ VILA et ai., 2001). Os 
resultados referentes ao mRNA polissomal demonstram a importância da avaliação dessa fração 
do transcriptoma no estudo da diferenciação de Trypanosoma cruzi: na metaciclogênese, o 
número de genes diferencialmente expressos chega a ser 10 vezes maior em mRNA polissomal 
do que em mRNA total (PROBST, 2005). 
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Dada a importância da fração polissomal em tripanosomatídeos, o presente trabalho 
comparou as duas metodologias de extração de polissomos, utilizando diferentes técnicas de 
análises, como gradientes de sacarose e hibridação competitiva em microarranjos de DNA. 
Diferentes metodologias utilizadas para o isolamento de polissomos podem estar extraindo 
juntamente RNAs provenientes de outras frações. Consequentemente, análises como genômica 
funcional podem estar levando a resultados divergentes. 
Uma das diferenças entre os protocolos é a utilização de um tampão hipotônico no 
protocolo de Goldenberg e de um não-hipotônico no de Brems. Além disso, é utilizado um 
colchão de sacarose no protocolo de Goldenberg, ausente no de Brems. Porém, quando 
analisamos os protocolos por gradientes de sacarose utilizando EDT A, observamos que as frações 
correspondentes aos polissomos desaparecem, ou seja, os dois protocolos resultam em uma 
fração enriquecida em polissomos. Embora o protocolo de Goldenberg utilize colchão de 
sacarose, a falta deste no protocolo de Brems estaria sendo compensada pela menor velocidade de 
ultracentrifugação e o tempo reduzido, fazendo com que apenas as moléculas mais pesadas 
desçam. 
As comparações usando gradientes de sacarose não mostraram diferenças maiores. Porém, 
os gráficos obtidos pelo protocolo de Brems mostraram um número maior de picos antes dos 
monossomos. Estes podem corresponder às subunidades dos ribossomos da mitocôndria, já que 
os valores de coeficiente de sedimentação de uma partícula ribossomal mitocondrial se 
encontram, dependendo das condições, entre 17 ,5S e 60S em tripanosomatídeos (TITTA WELLA 
et ai., 2003). Além disso, os monossomos que contaminam a fração polissomal é 
proporcionalmente maior quando utilizado o protocolo de Brems. Uma lise mais forte pode estar 
sendo realizada ao utilizar o protocolo de Brems e, consequentemente, há um rompimento da 
membrana de organelas como a mitocôndria, uma vez que observações ao microscópio ótico após 
a lise mostram parasitas mais destruídos (dado não mostrado). Assim, estes podem ser indícios de 
contaminação, comprometendo a pureza do RNA polissomal e, consequentemente, análises como 
a genômica funcional. 
Uma outra abordagem foi utilizada para analisar as pequenas diferenças encontradas entre 
os protocolos observadas nos perfis obtidos em gradientes de sacarose. Para comparar as frações 
polissomais obtidas por ambas metodologias, a técnica do microarranjo foi aplicada. As análises 
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mostraram algumas diferenças entre os protocolos e as réplicas (figuras 15 a 17). Porém, quando 
feita urna contagem dos genes que estavam se comportando igualmente entre os diferentes 
protocolos, mais de 5.000 sondas foram encontradas (tabela 2). 
Trabalhos realizados em nosso laboratório têm demonstrado o fenômeno de mobilização 
polissomal em estudos de alguns genes, corno a metaciclogenina (ÁVILA et ai., 2001), cblpl 
(DALLAGIOVANNA et ai., 2001), Tclmp4 (FRAGOSO et ai., 2003) e em nível genômico, em 
grande escala (PROBST, 2005) e em menor escala (PAVONI, 2005). Porém, no trabalho de 
BREMS et ai. (2005), de onde foi retirado um dos protocolos para este trabalho, não foi 
observado este fenômeno nas cepas analisadas de Trypanosoma brucei. Assim, levantou-se a 
hipótese de que as diferentes metodologias utilizadas para extração de polissomos poderiam estar 
levando a diferenças nos resultados observados pelos dois grupos de pesquisa. Este trabalho 
demonstrou que os diferentes protocolos de extração de polissomos não estariam levando a 
resultados diferentes ou pelo menos não seria a única fonte de variação. Outros fatores, portanto, 
estariam envolvidos, corno, por exemplo, diferenças entre os organismos, uso de formas de 
desenvolvimento diferentes e diferenças na confecção do microarranjo. 
Levando em consideração as diferenças entre os organismos, trabalhos recentes, 
comparando os genomas, mostram a alta proximidade entre Trypanosoma brucei e Trypanosoma 
cruzi. Um alinhamento das seqüências de aminoácidos de urna grande amostra de três clusters de 
genes ortólogos (que define o core do proteoma dos TriTryp) revelou 57% de identidade entre T 
brucei e T cruzi, refletindo relações filo genéticas muito próximas e esperadas (EL-SA YED et ai., 
2005). Os tripanosomatídeos possuem diversas semelhanças biológicas e o controle da expressão 
gênica é, muito provavelmente, urna delas. Estudos realizados em regulação da expressão gênica 
revelam características comuns entre as duas espécies. Os mecanismos de regulação descritos 
para Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi são os mesmos (CLAYTON, 2002). Ambos 
organismos possuem transcrição de mRNAs essencialmente policistrônica (JOHSON et ai., 1987; 
KOOTER et ai., 1987), posterior processamento dos transcritos primários por trans-splicing 
(SUTTON & BOOTHROYD, 1986), indicando que a regulação da expressão gênica ocorra pós-
transcricionalmente (LODISH et ai., 2000). Ainda que as semelhanças entre os 
tripanosomatídeos pareçam ser maiores que as diferenças, não podemos descartar a possibilidade 
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de que as diferenças nos resultados de nosso laboratório e de BREMS ef aI. (2005) sejam 
causadas, pelo menos parcialmente, por diferenças biológicas inerentes a cada organismo. 
Também deve ser considerado que as formas comparadas no trabalho de Brems 
representam etapas bem definidas do ciclo de T brucei. Entretanto, nosso grupo avaliou a 
expressão diferencial em mRNA total e polissomal entre as quatro formas distintas de T cruzi 
(PAVONI, 2005) e entre as formas intermediárias (PROBST, 2005). 
Uma outra fonte de diferenças entre os resultados de BREMS ef ai. (2005) e os resultados 
obtidos em nosso laboratório, e talvez a mais importante, pode ser reflexo do tipo de microarranjo 
utilizado nos dois trabalhos. Em BREMS ef ai. (2005), foi utilizado um microarranjo genômico, 
enquanto em nosso laboratório foi utilizado um microarranjo de cDNA. O microarranjo utilizado 
no trabalho de BREMS ef ai. (2005) é formado por sondas obtidas a partir de fragmentos de 
DNA genômico de 1,8 a 2,5 kb, os quais apresentaram sistematicamente um número menor de 
genes diferencialmente expressos nos trabalhos de genômica funcional de tripanosomatídeos, 
quando comparados com os de cDNA, como é o caso de nosso microarranjo. A desvantagem do 
microarranjo genômico em análises de genômica funcional é que no microarranjo genômico estão 
representados segmentos de DNA repetidos, seqüências intergênicas e até mais de um gene por 
segmento. 
Embora algumas poucas diferenças possam ser observadas a partir dos resultados obtidos, 
podemos concluir que os polissomos obtidos pelos dois protocolos mostraram-se semelhantes. As 
divergências nos resultados de genômica funcional entre o nosso laboratório e o trabalho de 
BREMS ef ai. (2005) são, provavelmente, um fenômeno multifatorial, onde os protocolos de 
extração de polissomos têm uma contribuição mínima. 
Um maior número de réplicas biológicas e experimentais, assim como uma comparação 
direta dos RNAs polissomais obtidos por ambos protocolos utilizando microarranjo, está sendo 
planejado. Seria interessante realizar comparações entre os protocolos utilizando outras formas 
evolutivas e outras condições, para talvez esclarecer um dos aspectos que poderiam estar levando 
a diferenças nos resultados. 
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